遺伝子欠損マウスを用いた心筋虚血耐性獲得の分子機構の解明 by 中谷, 晴昭 & Nakaya, Haruaki
遺伝費柴損∇ ウス を潤むもた
d払筋虚血耐性獲得gB銀子機構QB解明
(研究課題番号 且36 70 08 )
平成 且3 - 平成 且後年度科学研究費補助金
(基盤研究 (a)(盟))
研究成果報告書
平成 且5 年 3月
研究代表者 中 谷 暗 昭
(千葉大学大学院医学研究院教授)
はしが蓉
20年前に野 間によ っ て発見された A TP感受性 K' (KAT P) チャ ネルの 生体に
お ける役割に関す る研究は こ の 5 年で大きく進歩した｡ その 背景 には本学の清
野教授のグル ー プによ っ て KAT Pチャ ネル の ポア成分 Kir6.x の 分子構造が明ら
か にされ , それ ら の遺伝子欠損マ ウス が作成された こと によ る ｡ 今まで の 研究
に より ､ 心筋細胞膜の KA T Pチ ャ ネル の ポア成分は Kir6.2 か らな る こ とを既に
明らかに し て きたが , 本研究はそれらの遺伝子欠損マ ウス を用 い ､ 心血管系に
おける K∬p チ ャ ネル の 病態生理的役割を明らかに しようとした もの で ある ｡
心 筋に短 時間 の 虚血負荷を与える とそ の後の冠動脈閉塞に よる心筋梗塞巣が
減少する
=
is chemic pre c o nditioning
”
とい う現象が存在する こ とを 1986 年
Mu r ry らが報告して以来､ 多く の 研究者が同様の現象を観察して い る ｡ こ の内
因性の虚血耐性獲得の機序として ､ 従来か ら細胞膜 KAT P(s arcKA T P) チャネル
の活性化が提唱されて いた o すなわち ､ 心筋細胞を低酸素状態におくと s a r cKA T P
チ ャ ネルの活性化に よ っ て活動電位幅が短縮し, その 結果プラト - 相で の Ca2十
の 細胞内 ヘ の 流入が減少して虚血 によ る心筋障害が減少すると い う考え方で あ
る ｡ 事実､ 1980 年代に開発された s a r cKA T Pチ ャネル活性化作用を持つ K' チ ャ
ネ ル 開 口 薬 は 心 筋 梗 塞巣 を 減 少 さ せ る ､ い わ ゆ る pha rm a c ol gical
pr e c o nditio ning 作用 を示す ことも明らか とな っ た . しか しながら 199 0年後半
になり ､ ミ トコ ン ドリ ア にもある種の KAT Pチ ャ ネル (mitoKA T Pチ ャ ネル) が
存在し､ そ の 活性化が s a r cKA T Pチャ ネル の 活性化より虚血心筋保護機構に より
重要 で ある とする 意見が主流に なり つ つ ある ｡ そ こ で 本研究で は心筋細胞 の
s a r cKA T Pチ ャ ネルが欠損して い る Kir6.2 ノ ッ クアウトマ ウス を用い ､ 内因性の
虚血耐性が保たれて い るか否か を検討し, これ に よっ て sa r cKA T Pチ ャ ネル の病
態生理的役割を明らか に しようとした ｡ また ､ まだ分子構造の 明 らか とな っ て
い ない mi toKA T Pチャ ネル の機能が Kir6.2 ノ ッ クア ウトマ ウス の 心筋細胞で保
たれて い るか否か に つ い て も検討した ｡
得られた実験結果から､ Kir6.2 ノ ッ クア ウトマ ウス の 心筋細胞で は虚血類似
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状態で の 活動電位幅短縮は認められなからたが ､ フ ラボプロ テイ ン の 酸化反応
で 評価した mitoKA T Pチ ャ ネル機能は保たれて い た. しか しなが ら野生型 マ ウス
で観察されたischemicpr e c o nditioning 現象は 私 r6･2 ノ ッ クアウトマ ウス で完
全 に消失して い た ｡ また､ K r6.2 ノ ッ ク アウトマ ウス の摘出潜流心で は虚血
｡
再潜流後 の 心機能の 回復は野生型 マ ウス の 港流心 に 比して 悪か っ た ｡ これ ら
の
結果か ら ,. s arcKA T Pチャ ネル は虚血心筋保護とい う観点から重要な役割を果た
すと結論される ｡
そ れで は mitoKA T ,チ ャ ネルは どの 様な役割を果たして い る の で あろうか o 非
電気刺激下 で静止状態 に あ る単離 ラ ッ トある い は マ ウス 心筋細胞に お い て ､
o u abain で Ca2･ 過負荷をお こ し, それ に対する mitoKA T Pチ ャ ネル の 開 口薬で
ぁる dia z o xide を与え るとミ トコ ン ドリア内の Ca2
＋過負荷が軽減し､ 心筋細胞
保護 効果 が 観察 さ れ た o ま た , mitoKAT P チ ャ ネ ル の 遮断薬 と さ れ る
5･hydr oxyde c a n o ate (5H D) を与える と diaz o xide の 作用 は消失
した o こ の こ
とか ら ､ 確か に mitoKAT Pチ ャ ネルの活性化を介する心筋保護作用が存在する と
思われ る が ､ 心拍数が非常に多い マ ウス で は s a r cKA T Pチ ャ ネル の 役割がより重
要に な る と考えられ る ｡
次に KA T Pチ ャ ネル の もう 1 つ の ボア成分で ある Kir6･1 の欠損 した Kir6･1 ノ
ッ ク アウ トマ ウス を用 い ､ 実験 を行っ た o Kr6･1 ノ ッ クアウトマ ウス の 心筋細
胞で は K＋チ ャ ネル開 口 薬によ っ て 外向き電流が活性化し､ 活動電位幅は短縮し
た ｡ こ の こ とは Kir6.1 ノ ッ クア ウトマ ウス の 心筋細胞に おい て s a r cKAT Pチ ャ
ネル の 機能が保たれて い る こ と を示唆する o また ､ dia z o xide によ っ て もフ ラボ
プロ テイ ン の酸化 反応がおき ､ mitoKA T Pチャ ネル の機能も保たれて い る こ とが
示 された o しか しなが ら､ 血管組織に お い て は野生型 ある い は 私r6･2 ノ ッ ク ア
ウトマ ウス のそれ とは異なり ､ K･ チャ ネル開口薬によ っ て 弛緩反応が観察され
なか っ た ｡ また単離した Kir6･ 1 ノ ッ ク アウトマ ウス の 血管平滑筋細胞で は ､ 野
生型 あ る い は Kir6. 2 ノ ッ クアウ トマ ウス の血管平滑筋細胞と異なり､ K
' チ ャ
ネル開 口薬に よ っ て KAT P電 流は活性化しなか っ た o さ らに興味深 い こ と に ､
Kir6.1 ノ ッ クア ウトマ ウス で は心臓突然死をお こ し､ そ の 病因を詳細に検討す
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る と Prin z m etal型 の狭心症が起きて い る ことも明らかとな っ た o
mitoKA T Pチ ャ ネルは機能的には存在する が ､ そ の 分子構造は不明 の ままで あ
る ｡ 本研究に よ っ て Ⅸ止6.2 と Kir6.1 の うち の どちらもその 構成成分でな い こ と
が示唆された o 心筋細胞に は Kir6. 1蛋 白も多く存在する こ とが明らかとな っ て
い る が ､ そ の 生理的役割は不明で ある o 今後心筋細胞にお ける Kir6･1 の 役割を
明らか にする ため にさ らに研究を続ける 予定で ある ｡
こ の 冊子 に は本研究の成果 の み ならず､ それ に関連した研究の成果も含めて
い る ｡ 平成 13年度から 14 年度にか けて の科学研究費補助金として の 研究助成
に感謝したい o また ､ 本研究を遂行する にあた っ て 千葉大学大学院医学研究院
細胞分子医学 の清野進教授､ 三 木隆司助教授に は全面的な御協力を頂い た o
こ れ ら 二 種類 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 供給と適確な ご助言 を頂かなければ
本研究は不可能で あっ た と思われ る ｡ 研究組織を代表して衷心より感謝の意を
表したい ｡
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研 究 成 果
心血管系をこ戯ける KA T Pチ ャ ネルの役割
千葉大学大学院医学研究院薬理学 1 ｡ 細胞分子医学2
中谷晴昭 1､ 鈴木将1､ 植村展子 1､ 佐藤俊明 1､ 小倉武彦 1､ 玉川正次 1,
霊園良恵 1､ 斎藤智亮 1､ 三 枝紀子 1､ 三木隆司 2､ 清野進 2
Ⅰ .はじめに
古くから心筋を低酸素状態にお く と活動電位幅が短縮す る ことが知 られて い
た . 1 9 83年野間に より心筋細胞にお い て 細胞内 A T Pが減少したときに活性化
する A T P感受性 K' (KA T P) チ ャ ネルが発見された 1). そ の後､ 同様の KAT Pチ
ャ ネルが膨臓 ラ ンゲル ハ ンス 島β細胞 2)､ 骨格筋細胞 3)､ 神経細胞 4)､ 血管平滑
筋細胞等 5) にも存在する こ と も明 らか とな っ た ｡ また ､ グリ ベ ンクラミ ドな ど
の経口糖尿病治療薬が こ の KA T Pチ ャ ネル を抑制す る薬物で あり 6)7)､ ク ロ マ カ
リム ､ ピナシ ジル ､ ニ コ ラ ンジル等 の 薬物が こ の K＋ チ ャ ネル を活性化する薬物
で ある ことも明らか とな っ た ( 図1) 8)-10)0
199 0年代の半ばになり､ 清野 ら の グル ー プによ っ て KA T Pチ ャ ネル の分子構
造が同定され 11)12), そ の 後こ れ らの チ ャ ネルボア分子 の ノ ッ クア ウトマ ウス も
作成され る に至 っ た 13)14). それ ら の遺伝 子改変動物 の機能的解析を行う.= とに
よ っ て ､ KA T Pチ ャ ネル の 病態生理学的役割の 理解が い っ そう深 まりつ つ あ る ｡
こ こで は､ 遺伝 子改変動物を用 い て 明らか とな っ た心血管系 にお ける KA T Pチ ャ
ネル の 役割に つ い て述 べ て みた い ｡
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図 1 K十チ ャネル開口薬および K TPチ ャ ネル遮断薬の化学構造
Ⅱ. KA T Pチ ャ ネル の分子構造
O NA
19 95年､ 稲垣 らは新しい膜2回貫通型 の 内向き整流 K＋ チ ャ ネル をク ロ ー ニ
ングしたが (現在 Ⅹir6. 1と呼ばれて い る もの)､ それ は多くの組織に遍在して い
るもの で あり , そ の 蛋 白だ けで は明らかな KAT Pチ ャ ネルとして の機能は認めら
れなか っ た 12)｡ 同年 ､ Aguila r･ Brya n らの グル ー プに よっ て スル フ ォ ニ ルウ レ
ア薬と高親和性を持つ 蛋白 ､ すなわちス ル フ ォ ニル ウレア受容体(S U Rl) がク
ロ ー ニ ングされた 15)o そ こ で清野 らの グル ー プは, K ir6.1 と約 7 1% の相同性を
持ち ､ 鮮臓な どに分布する新たなク ロ ー ン mr6.2 を S U Rl と共発現させ る と､
KA T Pチ ャ ネルと して の機能が現れ る事を報告した 11). そ の後､ 心筋や骨格筋に
存在する S U R2 (S U R2A) 16)､ そ の ス プライ ス バリア ントで ある SてJR2B がク
ロ ー ニ ングされ 17)､ 各種臓器にお ける KAT Pチ ャ ネル の 電気生理学的特性および
薬物の感受性などを決定する要 因にな る ことが示されて い る o 現在 ､ KA TP チ ヤ
- 1 7 -
ネル の 分子構造は､ 図 2 に示す よう に ､ 膜 2 回貫通型蛋白で ある Kir6.2 ある い
は Kir6.1 の 4量体からなるボア 成分と､ それ を取り囲むス ル フ ォ ニ ルウ レア隻
容体からなる と考えられ て い る 18)｡
STIR
IGr6. x
E irぷ. x
StlR
SLTR 一日r6J K ir6. I STIR
図 2 E皿 Pチ ャ ネルの 分子構造 ｡ KATPチ ャ ネルはIGr6.立の 4量体 とS U Rの
4量体が組み合わ さっ て機能する と考えられて い る ｡
Ⅲ . 遺伝子改変動物を用 い た心臓および血管 KAT Pチ ャ ネル の 機能分子同定
KA T Pチ ャ ネル に関する遺伝子改変動物は表1 の ような もの が現在まで作成 さ
れて い る ｡ こ こ で は Kir6. 1 ある い は Eir6.2 のK Oマ ウス 13)14) を用 い た研究を
中心 に述 べ る こ ととする ｡
野生型お よび Eir6.2 のノ ッ ク ア ウ ト (K O) マ ウス の心臓から酵素的に心筋
細胞を単離し, パ ッ チクラ ンプ法を用 い て膜電流を記録した 19)｡ 野生型心室筋
細胞で は ピナシ ジル により濃度依存性に外向き電流が誘発され , そ の 電流は
- 18 -
衰1 KJ m チ ャ ネルの遮転予改変敷物
払 T6.2 の ドミナ ン トネガティ ブの トラ ンス ジ ェ ニ ッ ク (T G) マ ウス 55)
Kir6.2 のノ ッ ク ア ウト (監0) マ ウス 13)
S U Rl のノ ッ クア ウ ト (K O) マ ウス 56)
S U R2 のノ ッ クア ウ ト (KO) マ ウス 57)
AT P･ins e nsitiv eKir6.2 のトラ ンス ジ ェ ニ ッ ク (T G) マ ウス 58)
ⅠGr6. 1 のノ ッ ク ア ウト (K O) マ ウス 14)
グリベ ンクラミ ドによ っ て抑制された (図 3). 一 方､ E ir6.2 K Oマ ウス の 心室
筋細胞で は ピナ シ ジル に よる外向き電流の 増強は認められなか っ た ｡ これ らの
心室筋細胞からカ レン トク ランプモ ー ドで活 動電位を記録し, ピナ シ ジル を与
えると ､ 野生型 マ ウス の 心室筋細胞で は活動 電位幅の著明な短縮がお普 , それ
はグリ ベ ンク ラ ミ ドの 添加 で対 照時の レベ ル にまで 回復した｡ しか しながら ､
Kir6.2 K O マ ウス の心室筋細胞で は ピナ シジルで も活動電位幅はほとんど変化
しなか っ た( 図3). これ らの 結果から心筋細胞の KAT Pチャ ネル活動に は Eir6.2
ポア蛋白は必須 で ある こ とが明らかとな っ た 19)0
また ､ こ の細胞膜 KA T Pチ ャ ネル機能の有無は ､ 振出心 にお ける K＋ チャ ネル
開 口薬に よる心収縮力の変化 の有無に反映された｡ ラ ンゲン ドル フ 心 にお い て
左室 に挿入した バル ー ンで 左室内圧を測定し ､ ピナシ ジル を港流する と野 生型
マ ウス摘出心で は収縮力低下が認められたが ､ K r6.2 K Oマ ウス摘出心で は K＋
チ ャ ネル 開口 薬に よる陰性変力反応は認められなか っ た 19)｡
それ で は心筋細胞膜 KAT Pチ ャ ネル の ボア成分は Eir6.2 の みで 形成されて い
る の で あろ うか . こ の 疑問に答える ベ く Kir6. 1 のK Oマ ウスが作成されたの で ､
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図3 野生型(Kir6.2＋/＋, W T)お よび Eir6.2 E Oマ ウス (Kir6.2＋) の心 室筋細胞
膜電流と活動電位に対する ピナ シ ジル (PIN) お よびグリベ ンク ラミ ド
(GL B) の作用 ｡ 野生型心室筋細胞におい て対照時 (C O N) か ら PIN
は濃度依存性に外向き K'電流を活性化する と共に活動電位
そ の 単離心室筋細胞を用 い て 同様 の電気生理学的実験を行 っ た . K ir6.1 KO マ
ウス の心室筋細胞で は , 野 生型 マ ウス の 心室筋細胞と同様にピナ シ ジル で外向
き電流が活性化し ､ 活 動電位幅が短縮した (図 4) 14)｡ こ の ことは ､ 心筋細胞膜
KA T Pチ ャ ネル のポア成分に Kir6.2 とともに Eir6.1 が含まれ る こ とを完全 に否
定するもの ではな い が ､ 心 筋細胞で は Eir6.2 が非常に重要で ある ことを意味す
る も の で ある ｡
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図 4 野生型(Eir6. 1･/., W T)および Kr6.1 E Oマ ウス (私 r6. 1
･/I) の心室筋細
胞膜電流と活動電位に対する ピナ シジル (PIN) およびグリベ ンクラミ ド
(G L B) の作用｡ 野 生型お よび 旺ir6.1 K Oマウス心室筋細胞にお いて 対
照時(C O N)か ら PI Nは濃度依存性に外向き R'電流を活性化する と共に
活動電位を短縮し, これらの作用は GI+B の添加で消失した ｡ 文献 14)よ
り引用 ､ 改変｡
次に血管平滑筋細胞にお ける KAT Pチ ャ ネルの 機能分子 の 同定を試みた ｡ 野生
型お よび Ⅸir6.2 KO マ ウス から大動脈リ ング標本を摘出し､ ノル エ ビネ プ リ ン
で あらか じめ収縮させ てお き ､ それ に対する K' チ ャネル開 口薬の 弛緩作用を検
討した (図 5). 野生型 および Kir6.2 K Oマ ウス の大動脈標本におい て K' チ ャ
ネル開 口薬の ピナ シ ジルは同程度の弛緩作用を示した 19)｡ しかしなが ら､ 旺ir6.1
KO マ ウス の大動脈標本で はピナ シジル の弛緩作用は減弱して いた 14). こ れら
から血管平滑筋の KAT Pチ ャ ネル の ポア成分は 私r6.1 からな る こ とが示唆され
た ｡ これ らの 知見 はin viv oにお い て も確かめられた｡ 麻酔下 の 野生型 ､ Eir6.2
K Oマ ウス お よび 旺ir6.1KO マ ウス にお い て K' チャ ネル開口 薬の ピナ シジルを
- 21 -
WT
K ir6.2
･/～
Kir6.1
･/A
N E
0.1u姐
Pi71a Cjdij
N E
0.1uM
Pin a cidil
且叫 M
+ 200 喝
10min
1叫 M
=+2 00喝
10mjn
GIibenclamide
31Pin a(:idil
N E
0
.
1uhi
I和M
10l▲M
+ 1 00nv
2 0min
図 5 野生型 (wT), Kir6.2および Kr6.1 E Oマ ウス の大動脈標本における
ピナシ ジル による弛緩反応｡ 摘出大動脈標本をあらか じめノル エ ビネ
プリン で収縮させて お きピナ シ ジル を加え弛緩作用 を観察した ｡ W T
お よび Ⅹir6.2イ マ ウス の大動脈標本で は弛緩反応が観察されたが Eir6.
1 -/' マ ウス の大動脈標本で は弛緩反応は認められなか っ た o 文献1 4)
お よび1 9)より引用 ､ 改変 ｡
静注する と野生型 および Kr6.2 K Oマ ウス で は血圧低下反応が観察されたが ､
Eir6. 1 K O マ ウス で は認 められなか っ た (図6) 14)19). こ の こ とは細い抵抗血
管にお い て も E＋ チ ャ ネル 開 口薬によ っ て活性化す る KAT Pチ ャ ネル の ポア の 機
能分子は Eir6.1 で あ る こ とを示唆する も の で ある ｡
血管平滑筋細胞膜 の KA T Pチ ャ ネルポア の機能分子は Kir6.2 で はなく , Kir6. 1
で ある と い う こ とは ､ さ らに電気生理学的実験に よ っ て も確認 された ｡ 酵素的
に これ らの マ ウス の大動脈から血管平滑筋細胞を単離し､ 全細胞膜電流を記録
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図 6 麻酔下の野生型 (W T), Eir6.2お よび Ⅸir6.1 K Oマ ウス における K＋チャ ネ
ル開口薬 ピナシ ジル の 降圧作用｡ 縦軸は平均血圧 (M A P) を示 して ある｡
ピナシ ジル は W Tお よびIGr6.2 Ⅹ0マ ウス で 降圧 をお こしたが Ⅹir6.1 E O
マ ウス で は明 らかな降圧 を引き起 こさなか っ た｡ 文献 14)および 19)より引
用 ､ 改変 ｡
した. 野生型および Kir6.2 K Oマ ウス の 血管平滑筋細胞では ピナ シジル により
グリ ベ ンクラ ミ ド感受性の KAT Pチ ャ ネル電流が誘発されたが ､ Eir6.1K Oマ ウ
ス の 血管平滑筋細胞で はそ の電流は誘発されなか っ た (図7) 14)19)0
以前より､ 平滑筋の ス ル フ ォ ニル ウ レア受容体は S U R2B であるとされ て い
る 20). 血管平滑筋細胞の KAT Pチャ ネル の ポア成分 に関して は, 再構成系で の電
気生理学的実験から Eir6.2 よりむしろ 私r6.1 か らなり､ 従来から単離血管平滑
筋細胞で記録され ､ A D P で活性化する KN D Pチ ャ ネルで ある こ とが山田らによ
り示唆され て い る 21)o これ らの K Oマ ウス の機能的実験から得られた結果は､
山田らの 仮説 を支持する もので ある ｡
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図 7 野生型 (W T)､ E 血6.2(K ir6.2･/I) お よび E ir6.1 K Oマ ウス (K 止6. 1 ＋)
の大動脈平滑筋細胞 にお ける KT P電流誘発作用 ｡ ピナシ ジルは W T
および Eir6.2 K Oマ ウス の大動脈平滑筋細胞で グリベ ン クラミ ド感
受性の EA T P電流を誘発したが ､ E 汝6.1 K Oマ ウス の 大動脈平滑筋細胞
で は電流 を誘発しなか っ た ｡ 文献 14)および 1 9)よ り引用 , 改変｡
Ⅳ . 心血管系における KAT Pチ ャ ネル の病態生理的役割
心筋細胞に おい て KAT Pチ ャ ネルが発見された時から､ こ の K･ チ ャ ネル は心
筋虚血時 に開 口して活動電位幅を短縮させ て ､ 虚血心筋細胞内へ の Ca2. 流入 を
抑制して 心筋保護的に働くとされ て来た ｡ しかしなが ら ､ 最近 ､ 細胞膜 に存在
する この KAT Pチ ャ ネル 開 口以外 の虚血心筋保護機構が注目され る よう にな っ
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て い る ｡ 例 えば ､ 冠動脈閉塞に よる心筋梗塞巣の大 きさ は､ そ の 冠動脈閉塞に
先立 っ て 短時間の 心筋虚血 を繰り返すと逆に縮小する と い う現象､ い わ ゆる
ische micpr e c o nditio ning(IP C) が生 じる とい う ことが良く知られて い る 22)124).
こ の 現象の成立には従来は細胞膜 KAT Pチ ャ ネルの 開口が重要 で ある とされて
きたが ､ 近年は心筋細胞の ミ トコ ン ドリア に は別 の種類の KAT Pチャネルが存在
し､ そ の 開 口 が IPC や K＋ チ ャ ネル開 口 薬による虚血心筋保護機構にお いて 重
要な役割を果たすとい うもの で ある (図 8)25)o こ の ような仮説が提唱された背
景 に はい く つ か の 実験的研究の報告があ っ た o すなわち ､ K' チ ャ ネル開口薬が
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図8 細胞膜(sa rc)お よびミ トコ ンドリア (Mito) EiT Pチャ ネル活性化を介する虚血
心筋保護機構｡ Iscbe micpr e co nditio ning(IP C)は内因性の 生体内物質がそ れぞ
れの 受容体(R)に結合 し, フ ォ ス フ ォリパ ー ゼ C (P L C)､ プロテイ ンキナ - ゼ
c(PE C) の活性化を介して M itoKAT Pチャ ネル を開口 してミ トコ ンドリア内膜
電位 (△甘 m) を減少させ , ミ トコ ンドリア内 へ の Ca2十の流入を抑制する｡ 一
方 , K r6.2 と S U R2 A からなる Sa r cKA TPチャ ネルが活性化す る と活動電位幅
が短縮して L 型 Ca2十チャ ネル (CaL) を介した Ca2＋流入が抑制され心筋保護
的に働く と考 えられる . Sa r cおよび M itoKAT Pチ ャ ネル に対する開 口薬(上段)､
遮断薬(下段)があり図中に示 して ある｡
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梗塞巣を縮小す る際で も単相活動電位 の 短縮 は必ず しも認め られ なか っ た こと
26)
､ また ､ Ⅲ群抗不整脈薬に よ っ て活動電位幅を延長さ せ た場合 で も IP Cとい
う現象 は保たれ て い たと言うも の で ある 27)28)｡ こ の ような実験成績から､ 細胞
膜 KAT Pチ ャ ネルとは異な っ た分子機構によ っ て虚血心筋が保護され るが ､ そ の
一 つ の 可能性がミ ト コ ン ドリア に存在する KAT Pチ ャ ネル の 活 性化 で ある とす
るも の で ある ｡ 実際, ミ トコ ン ドリア膜から KAT Pチ ャ ネル活動 が記録 された し
29)30)
､ ジアゾキシ ドおよび 5 - ヒ ドロ キ シデカノ エ ー ト (5ⅢD) が こ の KAT Pチ
ャ ネル の 特異的開 口薬および遮断薬で あり 31)3 2)､ そ の 活性化が K･ チ ャ ネル 開
口薬 の 心筋保護作用 に重要で ある とい う報告がなされて い る 33)34)｡ 虚血時 に ア
デノ シ ン受容体 ､ α 1 受容体 ､ ブ ラジキ ニ ン受容体な どが刺激さ れ る とプ ロ テイ
ンキナ - ゼ c の活性化がお こ り ､ それ によ っ て ミ トコ ン ドリ ア Ⅸ∬p チャ ネル の
開 口がお こ り ､ IP Cが成立する 可能性も指摘され て い る (図 8) 25)35)o
しか しなが ら, ミ トコ ンドリ ア 荘AT Pチ ャ ネル の 分子実体は明らかとな っ て い
ない o Seha T a S eyO n らは､ ウサギ心室筋細胞に ade noviT uS を用 い て Ⅸ血6.且 あ
る い は 旺ir6.2 のdomin a ntn egativ e遺伝子 の 導入 を行 っ た際､ ジア ゾキシ ドに
よる フ ラボブ ロ テ ィ ンの 酸化反応で見 たミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネル の 機能
は消失して い なか っ た ことか ら ､KiT6. 且 ある い は Kir6.2 はミ トコ ン ドリア KA TP
チ ャ ネル の構成成分で な い こ とを間接的に示唆した 36). 我々 は Kir6.1 ある い は
Eir6.2 のK Oマ ウス の 心室筋細胞を単離し､ ジア ゾキ シ ドによ る フ ラボブロ テ
ィ ン の 酸化反応 を観察したとこ ろ ､ こ れ らの どち ら の心 室筋細胞にお い て もそ
の 反応は保たれて おり ､ ミ トコ ン ドリ ア KAT Pチ ャ ネル の ポア成 分は 鮎r6.1 あ
る い は Kir6.2 でな い こと を直接的に証 明 した 14)3 7)o 今後､ ミ トコ ン ドリア KAT P
チ ャ ネル の 分子構造の 決定は不可欠で ある と思われ る ｡
それで は ､ ミ トコ ン ドリア KA T Pチ ャ ネル の 開口 が どの 様に心筋細胞保護に結
びつ く の で あろ うか . ミ トコ ン ドリ ア KAT Pチ ャ ネルが 開口 する とミ トコ ン ドリ
ア 内膜の膜電位が減少し､ そ の結果ミ トコ ン ドリア内 へ の Ca2十 過負荷を減少さ
せ る とい うの が 一 つ の 可能性で ある . 実際､ K＋ チ ャ ネル 開 口薬が ミ トコ ン ドリ
ア KAT Pチ ャ ネル を活性化す る と膜の 脱分極と共 に ､ ミ トコ ン ドリア内の Ca2.
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図 9 ラ ッ ト単離心室筋細胞にお ける ウア パイ ン (O V A B) 負荷における ミ ト
コ ン ドリア 内Ca2＋過 負荷 (A,B) およびミ トコ ン ドリア膜電位 (c,D)
とそれ に対する ジア ゾキシ ド (D IA Z) の作用 ｡ ジア ゾキ シ ドはミ トコ
ン ドリア膜電位を減少させ ると共 に ウアパイ ン負荷にお ける ミ トコ ン
ドリア内 Ca2＋過負荷を軽減させ ､ その 作用は 5-bydr o xyde c a n o a七e
(5 H D)で括抗された ｡ ミ トコ ン ドリア内 Ca2＋濃度およびミ トコ ン ドリア
膜電位はそれぞれ R hod-2､ J C･1 という蛍光ブロ ー ベ を用 いて 共焦点顕
微鏡を用 い て測定した ｡ 文献 39)よ り引用 ､ 改変｡
濃度を低下させ る こ とが報告されて い る( 図9)38)39)｡ もう 一 つ の 機序として は ,
ミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネル の 開 口 によ っ て ミ トコ ン ドリ ア マ トリ ッ クス の
膨化がおき ､ そ して ミ トコ ンドリア で の エ ネルギ ー 産生が高まるとい う説 40)41)､
ミ トコ ン ドリア EAT Pチ ャ ネル の 開 口 が Te aCtive oxy ge n spe cie s(R O S) を産生
し､ そ れが心筋保護的に作用す ると い う説 42)43) があるが未だそ の 詳細 は明 らか
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とな っ て い な い 44)0
細胞膜 KA T Pチ ャ ネル の活性化 の功罪に つ い て は ､ 古くか らそ の 二 面性に つ い
て 論じられて い る ｡ すなわち細胞膜 KA T Pチ ャ ネル が活性化して活動電位幅が
短縮すると虚血心筋細胞内 へ の Ca2＋ 流入が減少して 心筋保護的に働く と思わ
土耳s c払e-ia
K' cha m n e丑opc m e rs
Be n e伽 ca rd孟opr ote ctio m
Risk Pr o arrhy他 mic E馳 ct
An 血 rrhy蝕 m五c丑ffe c怠
Enhan cedlschemicInjⅦry
図 1 0 心筋虚血 にお ける K'チ ャ ネル開口薬お よび KAT Pチ ャ ネル遮断薬の功罪｡
れ る o そ の 一 方で活動電位幅 の短縮は不応期 の短縮に つ ながり心室細動などの
致死的不整脈を誘発する ことに なる (図 1 0)o 事実 ､ K' チ ャ ネル開 口薬の 投与
が心室細郵な どの 心 室性不 整脈 を誘発し ､ グリ ベ ンク ラ ミ ドや H M R1 8 3
(H M RIO98) な どの細胞膜 KAT Pチ ャ ネル遮断薬が虚血性不整脈を抑制する と
い う実験的成績も報告され て い る 45)･4 7). それ で は細胞膜 KAT Pチ ャ ネルは虚血時
の 心室性不整脈を誘発するた め の み に存在する の で あ ろ うか ｡ こ の 疑問に答え
る ベ く細胞膜 KAT Pチ ャ ネル機能が消失して い る Kir6.2 のKO マ ウス を用 い て
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実験を行 っ た ｡
野生型および Kir6.2 K Oマ ウス の心臓から酵素的に単離した心室筋細胞からナ
イス 夕チ ン穿孔 パ ッ チクラ ンプ法を用 い ､ 細胞内環境を正常に近い状態として
膜電流および活動電位変化を観察した 37)｡ 単離した心筋細胞からラ ンプ^
o
ルス
プロ トコ - ル で擬似定常電流を記録し､ ジニ トロ フ エ ノ - ル (DN P50LLM)
含有無グル コ ー ス 液で 港流す る と野 生型心室筋細胞で KAT Pチ ャ ネル電流の誘
発が認められたが ､ 私r6.2K Oマ ウス の 心室筋細胞で は擬似走常電流の変化は認
められなか っ た ( 図11)｡ また ､ 活動電位幅も野生型 の 心室筋細胞で はこ の虚血
類似状態 にお い て 短縮が認められたが ､ 払r6. 2KO マ ウス の 心室筋細胞で は
Kir6.2./. ‡砧r6.2
･/”
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図 11 野 生型(Kir6.2十′十, W T)および Kir6.2 E Oマ ウス (Kir6.2
･′･) の心室筋細胞膜
電流と活動電位に対する代謝阻害(ジニ トロ フ ェ ノ ー ル(D N P)50f↓M ＋ 無
グル コ - ス) お よびグリベ ンクラミ ド (G L B) の作 札 野生型心室蛎細胞
にお い て対照時 (C O N)
■
から代謝阻害によ っ て外向き K＋電流が活性化する
と共に活動電位をが短縮し､ これ らの作用は G L Bの
､添加で消失した ｡ しか
しながら ､ Kir6.2KO マ ウス の心室筋細胞で は これ らの 反応は消失して い た.
文献 37)より引用 ､ 改変｡
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活動電位幅の 短縮は認められなか っ た 37)o これらから細胞膜 KAT Pチ ャネル の虚
血類似状態 に対する電気生理学的反応は Ⅹ＋ チ ャ ネル 開 口 薬に対するそれ と同
様に消失して い る こ とが明 らか とな っ た ｡
それ で は こ の Eir6.2K Oマ ウス に おい て IP Cの 心筋梗塞巣縮小効果は保たれ
て い る の で あろ うか . これ を検証する ために野生型および Kir6.2 K Oマ ウス に
お い て IP Cの 心筋梗塞巣に対 す る影響を検討した 37)o 麻酔下 の 野生型お よび
Kir6.2 E O マ ウ ス で 冠 動 脈 を 4 5 分 閉 塞 し 1 2 0分 再 潜 流 し て
triphe nyltetr a z oliu m chlo ride (T T C) で染色を行い a r e a atrisk (A A R) との
割合から心筋梗塞巣を算出した ｡ 野生型 マ ウス で は ､ 4 5分 の 冠動脈閉塞に先立
ち 3 分 の 冠動脈閉塞を5分間隔で 3 回繰 り返して IP Cを行う と梗塞サイズは有
意 に減少したo これ に対 して Kir6.2 K Oマ ウスで は ､ 同じプロ トコ ー ルで IP C
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図 12 野生型 (WT) お よび Kr6.2 ノ ッ クア ウトマ ウス (K O) にお ける
is cbe mic prec o n血tio ning(I P C) の 心筋梗塞巣に対する影響｡ 梗塞巣
は T T C染色で判定 し, 危険領域 (A A R) に対する割合として 表現し
て ある ｡ W Tマ ウス で麻酔下 45分冠動脈閉塞1 20分再潅流を行 っ た
際の梗塞巣は , 3分の冠動脈閉塞を 5分間隔で 3 回線り返しIPC を行
つ た場合, 対照冠動脈閉塞 (w T-CO N) に 比 し有意の梗塞巣の減少が
認められたが ､ E O では認められなか っ た｡ 文献 37)より引用 ､ 改変｡
- 3 0 -
を行っ て も梗塞サイズの減少は認められず, IP Cは消失して い
.
た (図 1 2)｡ こ の
こ とは IPC の 成立 におい て も, 少なくて もマ ウス におい て は細胞膜 KAT Pチャ
ネル の 存在は必須で ある こ とを意味して い る ｡ 同じ様な現象はイ ヌ を用 い た実
験にお い て も認め られ ､ 細胞膜 KAT Pチ ャネル の遮断は IP Cに よる心筋梗塞巣
減少効果をす べ て で はな い が消失させたと報告されて い る し48), 通常はIP Cの
成立が主 に ミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネル の活性化に依存す る とされ る ウサギ
にお いて も , ジゴキ シ ンの 投与 に よ っ て 間接的に細胞膜K∬p チ ャ ネルを抑制し
た際にもIP Cが消失する こ とが報告されて い る 49)0
これ らの 実験結果 の機序をさらに詳細 に検討す るために野生型および Kir6.2
K Oマ ウス の摘出ラ ンゲン ドル フ 港流心を用い て さらに実験を行 っ た. 左室内に
バル ー ン を挿入 して持続的に左室内圧を測定しながら2 0分間潜流を遮断して虚
血とした後 60分間再潜流して そ の と きの 左室機能を評価した ｡ 図 13 に示すよ
うに野 生型 マ ウス の 摘出港流心を虚血とすると左室拡張期圧が徐々 に上昇し,
再港流後左室 の 収縮力は虚血前 の約 5 0%程度まで 回復した ｡ こ れ に 対 して
Kir6.2 K O マ ウス の 摘出港流心 で は同様に虚血とすると虚血時の 左室拡張期圧
の 上昇が より高度で あり ､ 再濯流後 の左室収縮力 の回復も虚血前の 2 0%程度に
と どま っ て いた o また ､ 詳細に記録 を観察すると ､ Kir6.2 K O マ ウス の摘出港
流心で は虚血後左室q)興奮収縮がより長期間続い て い る こ とが 明らかとな っ た ｡
こ の ことは虚血状態とな っ て も活動電位幅が短縮せず, 虚血 心筋が収縮し続け
て い る こ とを示唆する もの で あろう ｡ 野 生型 マ ウス の 摘出港流心をミ トコ ン ド
リ ア KAT Pチ ャ ネル の特異的遮断薬で ある 5 H D32)で処置する と ､ 虚血時 の 左室
拡張期圧 の 上昇は より高度とな る もの の ､ 再港流時の 左重機能の 回復は影響を
受けなか っ た . しか しなが ら ､ 細胞膜 KAT Pチ ャ ネル の 特異的遮断薬で ある
H M RIO 9832) で 野生型 マ ウス 心を処置する と, Kir6.2 K Oマ ウス の 摘出潜流心
と同様に再潜流時の機能回復は悪か っ た (図 13)｡ また ､ 氾r6.2 K Oマ ウス 心を
H M RIO 9 8で 処置 した際には､ 当然なが ら左室機能の 回復に何 ら影響を与えな
か っ たが ､ 5H D で処置すると虚血時 の左室拡張期圧 の 上昇はより高度となる傾
向が観察された o この よう に ､ Kir6.2K Oマ ウス の摘出港流心ある い は
- 3 l -
温点r6 1＋/＋
岬 甘)
bche 血
20血in
Repe血 sbn60mln
W TLC O N
(mJtdg)
80
0i
W T.5 E D
(m Td 18)
:虹′ ノ
W T_ ⅡM R 10?8
(n 血旺g)
80
0I
K孟E6 1
･/-
(監0)
]QO. C O N
(m Tdg)
:Ⅰ∃
Escbe 血
20 nh
Repe拍1血 A6 0min
K O_5 H D
(也 rrmg)
:Ⅰ臥′｢
EO･H M RIO卵
(m zrdlg)
:i
10m h
図1 3 野生型(Kr6.2＋/＋, WT)お よび Kr6.2 E Oマ ウス (Kir6.2
･/･) の摘出ランゲン ド
ル フ港流心 にお いて 20分間虚血 とそれ に続く 60分間の 再潜流を行っ た際の
左室内圧変化｡ E Oマ ウス (nr6.2
･/･) の 摘出港流心で は虚血時よ り早期に左
室拡張期圧が上昇し ､ 再港流後も収縮機能の 回復は悪か っ た｡ 野生型潜流心
に おける再港流後の 収縮機能は 5-bydr o xyde c a n o ate(5 H D)で あ まり影響を
受けなからたが ､ H M R IO98 で悪化 した ｡ 文献 37)より引用 ､ 改変 ｡
HMRIO98 で 処置した野生型 マ ウス の 摘出潜流心 で は虚血時に興奮収縮が消失
せず, ca2＋ 過負荷がおきて再潜流時の機能回復が悪くな る こ とが示唆された o
また ､ マ ウス心 を使っ た場合ミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネル の 特異的開 口薬と
され る ジアゾキシ ドもミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネ ル で はなく細胞膜 KA T Pチ ャ
ネル を開口 して虚血心筋を保護する こ とが明 らかとな っ た 50)｡ すな わち ､ ジア
ゾキ シ ドで 野生型 マ ウス心 で は虚血 ･ 再潜流後の 左室収縮力の 回復を増強した
が ､ Kir6.2 K O マ ウス の 摘出港流心で はジアゾキ シ ドの 改善作用は認められな
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か っ た ｡ そ して ､ 野 生型 マ ウス の 摘出港流心で の ジアゾキ シ ドの 虚血 ｡ 再潜流
後心機能改善作用は 5ⅢD で括抗されずに H M RIO 98 の 併用で消失した ｡ また ,
野生型 マ ウス港流心 の表面から記録した活動電位幅は虚血時に短縮するが ､ ジ
ア ゾキ シ ド存在下 で はそ の活動電位幅の短縮はさらに増強して いた ｡ これ らの
結果からジアゾキ シ ドは少なくとも マ ウス摘出心 にお い て は細胞膜 KA T Pチ ャ
ネルを開 口して虚血心筋を保護する こ とが示唆された 50)｡ ジア ゾキ シ ドは通常
は S U Rl ある い は S U R2B に高い親和性を持ち､s U R2A ヘ の 親和性が低い こと
か ら心筋細胞膜 の KA T Pチ ャ ネル に は作用しない と考えられて きたが ､ 細胞内
A D P レベル が上昇する と心筋細胞で も細胞膜 KAT Pチャ ネル を開 口する こ とが
最近示されて い る 51)52)o したが っ て虚血な どの 病的状態にお いて は ジアゾキ シ
ドも細胞膜 KAT Pチ ャネル を活性化する と考えられる ことから､ こ の薬物を用 い
た実験成績の解釈には慎重で ある ぺ きと思われる ｡
こ の ように心筋細胞で の細胞膜 KAT Pチャ ネルは , 当初野間 らが提唱したよう
に心筋保護的に作用して い る と思われ る ｡ これ らの遺伝子改変動物を用 い た実
験はミ トコ ン ドリア KAT Pチ ャ ネル の 重要性を否定するも の で はない ｡ 細胞膜
KATP チ ャ ネルが全く機能しな い場合には Ca2十 チ ャ ネルを介した Ca2' の 流入
が高度となる と共 に ､ Na'- Ca2＋ 交換系を介した Ca2' の処理が不十分となり ､
非常に多量の Ca2' が細胞内に蓄積され る こ とにな っ て ､ ミ トコ ン ドリア KA T P
チ ャ ネル を介する 心筋保護機構がもはや機能で きなくな る の で あろ う｡ 特に マ
ウス は心拍数が高く ､ 細胞膜 KAT Pチ ャ ネル の 重要性が過大評価されて い る可能
性もあるか もしれ な い ｡ しかしなが ら最近 ､ 運動時ある い はカテ コ ー ル ア ミ ン
負荷時などで心拍数が上昇した時に細胞膜 KA T Pチ ャ ネルが開 口 し､ 心筋保護的
に働くと い う可能性も Kir6.2 K Oマ ウス を用い た実験から示唆されて い る 58)a
したが っ て細胞膜 KAT Pチ ャ ネル は様々 な病的あ るい は生理的場面で 心筋細胞
を保護する ため に機能して い る重要な K' チャ ネルで ある と思われ るo
次に 旺ir6.1 の役割につ い て述べ る こ ととする o Eir6.1 のK Oマ ウス は非常に
興味ある表現系を示した 14)｡ すなわち生後数週間で突然死を起 こす こ とが明ら
か とな っ た の で テ レメ トリ ー で心電 図を記録したと こ ろ S T上昇 に伴い 高度房
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室ブ ロ ッ ク をお こ し死亡して い た ｡ 既 に述 べ た よう に ､ Ⅸir6.1 は血管平滑筋細
胞 の細胞膜 KA T Pチ ャ ネル の ポア成分 で あるか ら, 冠動脈轡縮を疑い麻酔下の マ
ウス を用 い たin vivo 実験ある い は摘出心臓を用 い たin vitr o実験にお い て メチ
ル エ ル ゴメ トリ ン を負荷す る と野 生型 マ ウス で は変化を起 こ さ なか っ たが ,
Eir6.1K Oマ ウス で は冠動脈 の撃縮と心電図 の S T上昇が観察された. こ れ らの
結果 か らKir6. 1K Oマ ウス はP rin z m etal型 の 狭心症を起 こ したと考 えられた 14)｡
同様 の表現系は S U R2 のK Oマ ウス にお い て も観察された こ とが後に報告され
興味深 い 54)0
Ⅴ. お わりに
以上 ､ 心血管系における KA TP チ ャ ネル の役割に つ い て ､ 遺伝子改変動物を用
い て 明らか にな っ た こ とを中心 に述 べ て きた . 野間によ っ て 発見された KAT Pチ
ャ ネル の 分子構造が清野らのグル ー プに よ っ て 決定され ､ さ らにそ の 機能的意
義が遺伝子改変動物を用 い た研究に よ っ て 次々 と明 らか に され つ つ ある ｡ しか
しなが ら, ミ トコ ン ドリ ア KA T Pチ ャ ネル の分子構造､ 心筋に存在する Kir6. 1
の 役割な どまだまだ明らか に しなければならない点は多い ｡ 今後 ､ こ れ らが明
らかとなり ､ それぞれ の KA T Pチ ャ ネル を標的とする薬物が開発さ れ 様々 な循
環器疾患の治療学的進歩に つ なが る こ とが望まれ る ｡
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